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摘  要  
RNA 干扰 (RNAi) 作为一种转录及转录后水平的基因沉默机制，近年来受到
人们的广泛关注。着丝粒区是裂殖酵母中四个主要的异染色质区之一，已有的研
究发现着丝粒区基因沉默依赖于 RNAi 机制。Hsp90 是细胞内一种重要的分子伴
侣，最近的研究显示哺乳动物的 Hsp90 可以调控 PAZ 蛋白家族成员，RNAi 途径
中的 Argonaute 蛋白也是此家族成员之一。因此，我们推测在裂殖酵母中，Swo1
蛋白(裂殖酵母中的 Hsp90 蛋白)可能与 RNAi 机制存在相关性。 
鉴于高等生物中 Hsp90 与 Argonaute 蛋白的相关性，我们通过生化实验发现，
裂殖酵母在高温生长条件下 Ago1 的蛋白水平下降，并且温度敏感的 swo1-26 突
变菌株即使在最适生长条件下，Ago1 的蛋白水平与野生型正常菌株相比有显著
降低。我们采用已经插入到异染色质区的 ura4+基因作为报道基因，分别观察野
生型菌株和 swo1-26 突变株、RNAi 单突变以及 swo1-26 和 RNAi 双突变菌株中的
基因沉默解除情况。实验结果显示，在着丝粒的 otr 区和 imr 区，swo1+基因的突






RNAi 系统。我们发现当 swo1+基因突变后，同样出现了依赖于 Tas3 的基因沉默
解除的现象，反映了 Swo1 对维持异染色质结构稳定的重要性。 
我们通过免疫共沉淀实验证实，在裂殖酵母中 Swo1 和 Ago1 确实存在着相
互作用。为了确定介导 Swo1 和 Ago1 相互作用的功能区域，我们分别将 Swo1
与 Ago1 的蛋白按不同的结构域进行分段克隆并在细菌中表达。体外 pull down
实验结果表明，Swo1 和 Ago1 的相互作用分别依赖于 Swo1 的 N 端和中央结构域




















RNA interference (RNAi), as a transcriptional and post-transcriptional gene 
scilencing mechanism, has received more attention in recent years. Centromere region 
is one of the four major heterochromatin regions in fission yeast, Schizosaccharomyces 
pombe. Recent studies have revealed that centromeric silencing depends on the RNAi 
mechanism in fission yeast. Recent data showed that the mammalian heat shock protein 
Hsp90, an important molecular chaperone in the cell, regulates the function of the 
RNAi component Argonaute protein, which belongs to the PAZ domain protein family. 
We suspected that Swo1 (the only Hsp90 homologue in fission yeast) might participate 
in RNAi mechanism in fission yeast. 
We found that at high temperature the protein level of Ago1 in fission yeast 
declined significantly. In the temperature-sensitive swo1-26 cells, protein level of Ago1 
decreased dramatically when compared with wild-type cells even at the permissive 
temperature 25°C. 
With the help of the available strains with ura4+ as reporter gene inserted into the 
four major heterochromatic regions, we examined the heterochromatic gene silencing 
in wild-type, swo1-26 mutant, RNAi component mutants (dcr1Δ and ago1Δ), swo1-26 
and RNAi component double mutants (swo1-26 dcr1Δ and swo1-26 ago1Δ). Our 
results showed that the centromeric silencing was alleviated in swo1-26 mutant, but the 
silencing of reporter gene at telomere and rDNA region remained unchanged. Double 
mutants of swo1-26 dcr1Δ and swo1-26 ago1Δ showed enhanced silencing defects at 
centromeric regions. In the mating type region, we observed a significant derepression 
of gene silencing in swo1-26 mutant. It has been previously shown that tethering of the 
RITS subunit, Tas3, to the RNA transcript of the normally active ura4+ gene silences 
ura4+ expression, and the resultant silencing depends on a functional RNAi pathway. 
We found that this artifical RITS complex-dependent silencing system was also 















play an important role in maintaining the integrity of heterochromatin through 
regulating the Ago1 in the RITS complex. 
Our immunoprecipitation experiments demonstrated that interaction between 
Swo1 and Ago1 does exist in fission yeast, and our in vitro pull-down experiments 
showed that the interaction between Swo1 and Ago1 depends on N domain and central 
region of Swo1, as well as the N and PAZ domains of Ago1.  
Taken together, we found a new role of Swo1 in gene silencing at heterochromatin 
regions in S. pombe. All these results lay the foundation for studying the regulation of 
gene expression in higher organisms. 

















APS ammonium persulfate  过硫酸铵 
BSA bovine albuminserum  牛血清白蛋白 
CIAP Calf-intestinal alkaline phosphatase 牛小肠碱性磷酸酶 
Co-IP Co immunoprecipitation 免疫共沉淀 
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole  4',6-二脒基-2-苯基吲哚 
DMSO dimethyl sulfoxide  二甲亚砜 
DNA deoxyribonucleic acid  脱氧核糖核酸 
dNTP deoxyribonucleoside triphosphate  脱氧核苷三磷酸 
DTT dithiothreitol  二硫苏糖醇 
E.coli Escherichia coli  大肠杆菌 
EB Ethidium bromide  溴化乙啶 
EDTA ethylene diamine tetraaceticacid  乙二胺四乙酸 
5-FOA 5-Fluoroorotic acid  5-氟乳清酸 
GFP Green Fluorescent Protein 绿色荧光蛋白 
IPTG isopropylthio-D-galactoside  异丙基--D-半乳糖苷 
LB Luria Borth medium  肉汤培养基 
MBP Maltose Binding Protein 麦芽糖结合蛋白 
OD optical density  光密度 
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis  聚丙烯酰胺凝胶电泳 
PCR polymerase chain reaction  聚合酶链式反应 
PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride  苯甲基磺酰氟 
SDS sodium dodecyl sulfate  十二烷基磺酸钠 
TAP tandem affinity purification 亲和串联层析 
TE(Tris/EDTA) Tris/EDTA 缓冲盐溶液 
TEMED N N N' N'-tetramethylethylenediamine  N N N' N'-四甲基二乙胺 
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录水平上的基因沉默 (Transcriptional gene silencing,TGS)；2.在基因转录后水平上
通过对目的 RNA 特异性降解而使基因失活的转录后基因沉默 (Post 
transcriptionalgene silencing, PTGS)。RNA 干扰 (RNA interference, RNAi) 即属于
转录及转录后水平的基因沉默。 
1 RNA 干扰 (RNA interference, RNAi) 及其机制 
1998年，华盛顿卡耐基研究院的Andrew Fire 和马萨诸塞大学癌症中心的
Craig Mello 首次将双链dsRNA (double stranded RNA)注入秀丽隐杆线虫  (C. 
elegans)，结果诱发了比正义链和反义链的单独注射都要强的基因沉默。于是将
这种由dsRNA 引发的特定基因表达受抑制现象称为RNA干扰作用 (RNA 
interference, RNAi)[1]。 
在真核生物中，小分子非编码 RNA (small RNA) 引发一系列序列特异性的基
因表达负调控作用，包括 RNA干扰 (RNAi)、翻译抑制和异染色质形成等，这一
现象被称为 RNA 基因沉默作用。目前至少发现三类small RNA：short interfering 
RNA (siRNA)、micro RNA (miRNA) 和 PIWI-interfering RNA (pi-RNA)。siRNA和
miRNA是 21-25nt 的核苷酸序列，是由双链 RNA (double stranded RNA, dsRNA)
前体经 Dicer (即RNaseIII，具有核酸酶活性) 加工后获得的，二者主要参与转录
水平基因沉默和转录后水平的基因沉默。siRNA主要在植物、动物、真菌和纤毛
虫中发挥作用，而miRNA主要在动植物中起作用。pi-RNA是 24-31nt 的核苷酸序






































RNAi 特异地抑制 CAPAN21 胰腺癌细胞株K-RAS(V12)的表达，结果肿瘤细胞生























RNAi 机制的参与，而芽殖酵母中并不存在这一机制。裂殖酵母作为 RNAi 研究
的对象，与其它的生物相比，具有其自身的优势，如参与 RNAi 途径所需的关键
蛋白都是由单基因编码的，而且这些蛋白的突变是非致死性的[8]。因此，对裂殖









1.1.1 RITS 复合体：RNA-induced initiation of transcriptional gene silencing 
complex  
RITS 复合体是由 Ago1、Chp1、Tas3 三种蛋白与 siRNAs 构成的[9]。siRNAs
可直接与 Ago1 结合，指导复合体结合到靶 RNAs 上。在其它物种当中，含有
Argonaute 和指导 siRNAs 的 RISC 复合体能够结合同源 mRNAs，阻断其翻译，
或者通过 Argonaute 蛋白的内切酶活性促使 mRNA 的降解，最终抑制 mRNAs 的
表达[10, 11]。在果蝇和哺乳动物当中，siRNAs 与 RISC 的结合需要借助一个含有
Dcr1的装载复合体。siRNAs以双链的形式被装载，一条链被Argonaute剪切 (Ago1
具有内切酶活性)，另一条作为指导链赋予 RISC 结合靶序列的特异性[12, 13]。但在
裂殖酵母中，有人提出 siRNAs 首先结合到 ARC 上，然后转变成 RITS[2]。 
图 1.  裂殖酵母中的 RNAi 机制 
Fig 1. RNAi mechanism in fission yeast  















现在还不清楚装载有 siRNAs 的 RITS 复合体是如何识别同源靶序列以及诱
导特异的染色质修饰以促使异染色质在这些区域形成的确切机制。siRNAs 可能
是通过结合同源的初生转录产物而识别同源染色质的，这些初生转录产物通过
RNA-RNA 介导的相互作用而与染色质模板结合。然后，结合 siRNAs 的 RITS 就
与同源的 DNA 序列结合，诱导附近染色质的修饰。但是还有一种观点认为，成
熟着丝粒区或其它区域的转录产物被运送到细胞质中加工成 siRNAs，并在进入
细胞核途中被装载到 Ago1 上形成 RITS[14]。 
Argonaute 蛋白是一个高度保守的碱性蛋白家族。在许多重要的生物学过程，
如维持基因组完整，调控蛋白的合成，RNA 的稳定性以及合成非编码 RNA 中发
挥重要作用。在不同物种中 Argonaute 蛋白的基因数量有所不同，例如在人类中
有8个，在秀丽线虫中有26个，在果蝇中有5个，而在裂殖酵母中只有1个编码基
因，ago1+[15]。Argonaute 蛋白包含有4个不同的结构域：N 端，PAZ，Mid 和 C 端
的 PIWI 结构域。参与由 small RNAs 介导的基因调控的真核生物 Argonaute 蛋白
都含有这四个结构域。在 Argonaute 蛋白与 Dicer 中均有 PAZ 结构域，它的一个
重要特征是可以特异地识别 ssRNAs (Single-Stranded RNAs) 的 3’ 端。RNaseIII  加
工后的 miRNAs 和siRNAs 都具有特征性的 3’ 端突出，因此 PAZ 结构域就可以通
过结合到 small RNAs 的 3’ 端突出，从大量的其它非相关途径降解的 RNAs 中区
分出 small RNAs[16]。pfAgo 是一种来自耐热微生物 (Archebacterium Pyrococcus 
furiosus) 的 Argonaute 蛋白。pfAgo 的 PIWI 结构域与 RNase H  酶家族的结构很
相似[17, 18]。已知 RNase H 能剪切 RNA/DNA 杂合体中的 RNA 链。RNase H 与RNAi 
中的核酸内切酶催化的反应具有相似的特征：依赖Mg2+，产物末端是3'-OH和5'
磷酸化的[19, 20]。在后生动物的 Argonaute 蛋白的 Mid 结构域中有一个 MC基序，
可以结合到 mRNAs 的帽子结构上，其对翻译的调控过程是必需的[21]。 
Argonaute 蛋白在基因调控的不同时期，要与其它蛋白复合体相互作用来发
挥功能，如促进 small RNA 成熟、介导基因沉默。研究显示，人类的Ago1和Ago2
可与 3 种大小不同的复合体相互结合。而这些复合体多数是 RNA 结合蛋白，参
与 RNA 加工，成熟，运送以及调控 RNA 稳定性和蛋白翻译的不同步骤。其中一
















Chp1 (一种染色质结构域蛋白) 包含一个 chromo 结构域，能与第 9 位赖氨酸
甲基化的组蛋白 H3 (H3K9me) 结合，Chp1 的这种结合作用可以协助 RITS 结合
到含有 H3K9me的同源序列上[23]，然后通过 RNA干扰机制来增强转录沉默作用。
此外，siRNAs 的产生也需要 RITS 所有组分的参与，这也表明染色质的修饰和
siRNAs 的产生之间存在某种反馈调节机制。目前还不清楚 Tas3 的功能，但它同
Chp1 一样主要定位在细胞核内[24]，可能介导 Ago1 和 Chp1 的结合。着丝粒区、
交配型区和端粒区异染色质的形成也需要 Chp1 和其它参与 RNAi 的组分[25]。 
1.1.2 RDRC 复合体：RNA-Directed RNA Polymerase Complex 
RDRC 复合体包括三个部分：Rdp1、Hrr1 (可能是一种 RNA 螺旋酶) 和 Cid12 
(可能是一种多聚腺苷酸聚合酶)。与RITS一样，siRNAs的形成、异染色质区H3K9
的甲基化以及 Swi6 与异染色质的结合都需要 RDRC 的参与。RDRC 组分与 RITS
亚基的结合依赖于 Dcr1、Clr4 以及 Rdp1 自身的催化活性[26, 27]，说明这两个复合
体中任何一个与异染色质区的结合都依赖于另一个复合体。因此，dsRNA 的产
生和加工、siRNAs 的装载以及 RISC 的定位都是紧密联系在一起的。这也说明
Rdp1 与 siRNAs 的产生及异染色质的形成相偶联，并参与 RNA 干扰自我增强的
反馈调节[24, 27, 28]。 
在体外研究中发现，Rdp1 具有 RNA 依赖的 RNA 聚合酶活性，无论引物存
在与否，它都能以单链 RNA 为模板合成双链 RNA，而在 Rdp1 活性受到破坏的
突变体细胞中会表现出由于 RNAi 缺陷所产生的表型[26, 27]。因此，Rdp1 合成互
补 RNA 的能力对于裂殖酵母着丝粒区 siRNAs 的产生和异染色质的形成都是至
关重要的。Rdp1 能够与着丝粒区染色质及原初转录产物结合的事实证明存在这
样一个模型，即 Rdp1 以原初转录产物为模板合成 dsRNA，再形成初始的
siRNAs[26, 27, 29]；但还有另外一种可能，Rdp1 利用原先就存在的少量的 siRNAs
合成 dsRNA，而这些 siRNAs 是由退火的着丝粒区转录产物经 Dcr1 加工而来。
现在还不清楚 Rdp1 对于裂殖酵母中由 RNAi 介导的染色质修饰为何如此重要；
但在其它的真核生物中，像果蝇和哺乳类动物，尽管不能编码 RNA 依赖的 RNA
聚合酶，但其 RNAi 途径仍能正常进行。 
目前还不清楚 Hrr1 的功能，但它与含有 DEAD 框的螺旋酶和植物中的 Sde3
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